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論文内容要旨
               研究目的
 骨髄における造血幹細胞の自己複製と分化のメカニズム を解明すること は, 生物学的にも骨髄
 移植等の臨床応用を考える上でも重要である。 造血幹細胞や血球前駆細胞の増殖や分化には, 造
 血環境を構成する問質細胞との直接的な細胞間相互作用が重要であることは, Dexter 型の長期
 骨髄培養 (LTBC) により示唆されている。 しかし, LTBC が極めてヘテロな血球細胞と間質細
 胞の培養系であることが, 複雑な造血制御機構を分子レベルで解き明かす困難さ所以でもある。
 そこでクロー ン化された間質細胞株依存的に増殖する造血幹細胞株を樹立 し, それをモデル系と
 して間質細胞との相互作用を介 した自己複製と分化のメ カニズム を解析することを目的と した。
               研究方法
 マウス (C57BL/6) の LTBC より間質細胞株 MSS62 依存的に増殖する未分化血球細胞の培養
 系 DFC を得ることができた。 DFC はGM-CSF, IL-3, IL-7 により増殖しうる Myeloid 系及びB
 リ ンパ球系の前駆細胞を含む培養系であった。 さらに DFC からコロニー形成法及びセルン一夕ー
 を用いた single cell sorting により, MSS62 依存的に増殖する血球細胞株 DFC-28 と DFC-a の
 2株を樹立した。 2っの血球細胞株の問質細胞依存的な増殖能及び分化能について詳細な性状解
 析を行った。
               研究結果
 DFC-28 は, MSS62 依存的に Lineage- c-Kit+ Sca-1bw■一 といった未分化な状態で増殖する。
 DFC-28 の増殖には c-Kit とα4β1-integrin (VLA-4) のシグナルが必須であった。 DFC-28 は
 MSS62 との共培養下で IL-7 により増殖が顕著に亢進 し, BP4+へと分化していた。 一方, IL-7
 を産生する別の間質細胞株 TBR31-1 へ移 し共培養すると BP-1+ c-Kiゼ Sca-1+へ変化 し, ・%∬ゑ
 T4男 Rαg-1 遺伝子の発現も活性化 し, 初期の pro-B ce11 段階へ分化した。 この分化は, MSS62
 との共培養下に IL-7+TBR31-1 の培養上清 (10%) 添加でも誘導されなかったことから,
 TBR31-1 との直接的な接着を介 したシグナルが引き金となると示唆された。 さらに TBR31-1 と
 共培養した DFC-28 を再びMSS62 へ戻したところ, 3日後には BP41。'} c-Kit+ Sca-11。w/一 に戻
 り, Pα断5, T4皿 Rαg-1 遺伝子の発現も減弱し, 分化前のphenotypeに戻っていた。
 DFC-a は, MSS62 依存的に芽球様細胞 (Gr-1- Mac-1一) が自己複製しながら, 一部が自発
 的に単球 (Gr-1- Mac-1h嚇 及び顆粒球 (Gr-1+ Mac-1+) へ分化するMyeloid 系前駆細胞株だっ
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 た。 MSS62 依存的な増殖能が最も高いのは, 芽球細胞で, 顆粒球あるいは単球へと分化するに
 つれて間質細胞依存的な増殖能は急激に低下した。 DFC-a は, IL-3 や GM-CSF により一過的に
 増殖が亢進するが, MSS62 非存在下で IL-3 や GM-CSF のみで長期間増殖を維持することはで
 きなかった。 以上の結果から, Myeloid 系前駆細胞の増殖及び分化には間質細胞との接着を介し
 たシグナ ルを必要とすることが示唆された。
                結論
 樹立した2っの血球細胞株は, 問質細胞依存的に増殖及び分化が起こり, それは既存のサイト
 カイ ン以外に間質細胞との直接的な接着を介したシグナ ルを必要とすることが示唆された。 また,
 DFC-28 において は間質細胞により分化の過程が可逆的に制御できることが実験的に示さ れたこ
 とから, 骨髄のような複雑な造血環境の中では, 接着する間質細胞によって未分化血球の分化の
 phase が可逆的にスイ ッチ しう ること が示唆された。
             研究の意義・独創的な点
 本研究で樹立された間質細胞依存的な2っの血球前駆細胞株は, 骨髄のような複雑な造血環境
 を可能な限り単純化した実験系とみることができる。 本研究結果は, 未分化血球の増殖, 分化の
 運命が環境側 (間質細胞) に大きく依存していることを強く示唆している。 従って, DFC の培
 養系を用いて間質細胞側から未分化血球の増殖, 分化誘導に関わる未知の因子のスクリーニング
 に役立っ系であるといえ る。
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 審査結果の要旨
 造血幹細胞や血球前駆細胞の増殖や分化には, 造血環境を構成する間質細胞との直接的な細胞
 間相互作用が重要であることは, Dexter 型の長期骨髄培養 (LTBC) により示唆されているが,
 LTBC は極めてヘテロな血球細胞と間質細胞の培養系であり, 造血制御機構を分子レベルで解き
 明かすのに適当な細胞系とはいえない。 そこで, 大久保直君は, クローン化された間質細胞株依
 存的に増殖する造血幹細胞株を樹立 し, それをモデル系として間質細胞との相互作用を介した自
 己複製と分化のメ カニズム を解析することを目的と した。
 このため, まず, マウス (C57BL/6) の LTBCをスタートとして, 間質細胞株 MSS62 依存的
 に増殖する Myeloid 系及びBリンパ球系の前駆細胞を含む未分化血球細胞 DFC の培養系を確
 立し, さらにクローニングを行い MSS62 依存的に増殖する血球細胞株 DFC-28 と DFC-a の2
 株を樹立 した。
 DFC-28 は, MSS62 依存的に Lineage- c-Kit+ Sca-1]。w/一 という表面マーカーを示す未分化な
 細胞と して維持され, その増殖には c-Kit とα4β1-integrin (VLA-4) のシグナルが必須であっ
 た。 DFC-28 は MSS62 との共培養下で IL-7 により増殖が顕著に亢進 し, BP-1+ へと分化してい
 た。 一方, IL-7 を産生する別の間質細胞株 TBR31-1 へ移 し共培養すると, BP-1+ c-Kit- sca-r
 へ変化し, Pαx-5, T4T, Rαg-1 遺伝子の発現も活性化 し, 初期の pro-B cell 段階へ分化した。
 この分化は, MSS62 との共培養下にIL-7+TBR314 の培養上清 (10%) 添加でも誘導されなかっ
 たことから, TBR31-1 との直接的な接着を介 したシグナルが引き金となると示唆された。 さら
 に TBR31-1 と共培養した DFc-28 を再び Mss62 へ戻したところ, 3日後には BP-11“ c-Kit+
 Sca-11・・■一 に戻り, Pα劣一5, 銅男 Rαg-1 遺伝子の発現も減弱し, 分化前の phenotype に戻ること
 が分かった。
 DFC-a は, MSS62 依存的に芽球様細胞 (Gr-r Mac-1一) が自己複製しながら, 一部が自発
 的に単球 (Gr-1- Mac-1h19h) 及び顆粒球 (Gr-1+ Mac-1+) へと分化する Myeloid 系前駆細胞株
 であった。 MSS62 依存的な増殖能が最も高いのは, 芽球細胞で, 顆粒球あるいは単球へと分化
 するにつれて間質細胞依存的な増殖能は急激に低下した。 DFC-a は, IL-3 や GM-CSF により一
 過的に増殖が亢進するが, MSS62 非存在下で IL-3 や GM-CSF のみで長期間増殖を維持するこ
 とはできなかった。 以上の結果か ら, Myeloid 系前駆細胞の増殖及び分化には間質細胞との接
 着を介 したシグナルを必要とすることが示唆された。
 大久保君は, 樹立した2つの血球細胞株が, 既存のサイ トカイ ン以外の間質細胞との直接的な
 接着を介したシグナルによって増殖及び分化が制御を受けていることを示した。 とくに, DFC-
 28 においては間質細胞により分化の過程が可逆的に制御できることが実験的に示されたことか
 ら, 骨髄のような複雑な造血環境の中では, 接着する間質細胞によって未分化血球の分化の
 phase が可逆的にスイ ッチ しうることをは じめて明らかに した。 今後, この細胞系を用いて間質
 細胞側から未分化血球の増殖, 分化誘導に関わる未知の因子のスクリーニングが可能になったと
 いえ, 大久保直君の論文は, 血液学, 細胞生物学研究の上から重要な研究であり, 博士論文に価
 すると考え る。
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